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RESUMO 
 
As microalgas são organismos fotossintetizantes que apresentam diversas 
aplicações econômicas, como utilização na alimentação humana, animal e na 
produção de biocombustíveis devido a sua biomassa rica em subprodutos. O 
presente estudo teve como objetivo avaliar a produtividade das espécies Tetraselmis 
gracilis e Phaeodactylum tricornutum frente as salinidades de 17o/oo, 26 o/oo e 
35o/oo, aplicadas nos meios de cultivo. Os cultivos foram realizados em meio F/2 
Guillard modificado utilizando água do mar filtrada com salinidade natural de 17o/oo. 
A densidade celular dos cultivos foi monitorada através da contagem de células, a 
biomassa e o teor de lipídios foram obtidos na fase estacionária dos cultivos. Os 
cultivos com maior produtividade de biomassa foram os que apresentaram menor 
teor de lipídios da biomassa seca. Desta forma, visando a produção de lipídios a 
salinidade ideal para espécie Tetraselmis gracilis é de 17o/oo com teor de lipídios de 
27,88% e para a espécie Phaeodactylum tricornutum seria aplicável 26o/oo pois 
apresentou 12,26%. 
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INFLUENCE OF SALINITY ON BIOMASS AND LIPID PRODUCTION 
DURING THE CULTIVATION OF MICROALGAE Tetraselmis gracilis 
AND  Phaeodactylum tricornutum 
 
ABSTRACT 
 
Microalgae are photosynthetic organisms that have several economic applications, 
such as the use in human and animal food and in the production of biofuels due to their 
biomass rich in by-products. The present study aimed to evaluate the species 
Tetraselmis gracilis and Phaeodactylum tricornutum front as salinities of 17o/oo, 
26o/oo and 35o/oo use in the culture media. Cultures were carried out in modified F/2 
Guillard medium using filtered seawater with natural salinity of 17o/oo. The cell density 
of the cultures was monitored by counting cells, the biomass and the lipid content were 
obtained in the stationary phase of the cultures. The cultures with the highest biomass 
productivity were those with the lowest lipid content in dry biomass. Thus, aiming at 
the production of lipids, the ideal salinity for the species Tetraselmis gracilis is 17o/oo 
with a lipid content of 27,88% and for the species Phaeodactylum tricornutum it would 
be applicable 26o/oo because it presented 12,26%. 
 
Keywords: Marine microalgae. Lipids. Biomass. 
 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
As microalgas pertencem ao grupo de microrganismos fotossintéticos 
unicelulares apresentam alta versatilidade, incluindo espécies de diferentes nichos 
ecológicos que com uma variedade de caminhos para sintetizar um amplo espectro 
de compostos bioativos (PERIN, 2020). São produtores primários e produzem uma 
grande quantidade de biomassa aquática (ALSTERBERG et al., 2013). Apresentam 
grande importância na produção e no equilíbrio do oxigênio dissolvido em ambientes 
aquáticos. 
A classificação taxonômica é muito extensa devido à grande diversidade de 
espécies. Esta se baseia nas características da microalga, como a estrutura da 
parede celular, o tamanho, mobilidade e quanto a existência e tipos de pigmentos 
(MADIGAN et. al., 2004), a coloração se dá devido aos pigmentos acessório e 
fotossintéticos (OLAIZOLA, 2003). 
O cultivo de microalgas é vantajoso devido a produção de biomassa ser rica 
em subprodutos de alto valor agregado. A biomassa produzida possui diversas 
aplicações, como o uso para alimentação humana e animal, possui grande 
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quantidade de proteínas e carboidratos (CHISTI, 2013), pode ser utilizada como 
fertilizante, além da produção de pigmentos e lipídeos, sendo assim uma fonte para 
a produção de biocombustíveis (ANDRADE e FILHO, 2014). 
O crescente desenvolvimento de tecnologias para a produção de 
biocombustíveis tem como enfoque causas socioeconômicas e ambientais que 
visam diminuir o presente conflito no setor alimentício (FERRERO, 2011) tendo em 
vista que a principal matéria prima utilizada na produção de biodiesel é o óleo de soja 
(ANP, 2020). São diversas as matérias primas utilizadas para a produção do 
biodiesel, incluindo óleos vegetais, gorduras animais e até óleos provenientes de 
fritura (AHMAD, 2011). Várias espécies de microalgas possuem grande quantidade 
de lipídios em sua composição sendo possível o aproveitamento da biomassa para 
a produção de biodiesel (FERRERO, 2011). 
A produção de biodiesel através dos cultivos de microalga, embora seja uma 
prática nova, apresenta diversas vantagens nas quais destacam-se a existência de 
espécies com elevada concentração de lipídios (ANDRADE e FILHO, 2014) os 
cultivos não afetam a produção das agriculturas tradicionais (DEFANTI et al. 2010), 
as microalgas são organismos capazes de se adaptar e tolerar os mais variados 
ambientes (MATA et al. 2010; RICHMOND, 1990), os cultivos podem ser realizados 
em sistemas fechados sendo possível o controle de temperatura e luminosidade 
(FERRERO, 2011). Muitas espécies de microalgas crescem de forma mais 
acelerada quando comparadas com plantas terrestres proporcionando maior 
produtividade de biomassa (RICHMOND, 1990). 
O desenvolvimento dos cultivos de microalga ocorre através da interação do 
organismo com as condições físicas, químicas e biológicas do meio (DERNER et al. 
2006; RAVEN, 1988). As condições biológicas referem-se ao próprio metabolismo 
da espécie cultivada, além da possível interação de outros organismos com a 
microalga, quanto as condições físico-químicas destacam-se a luminosidade, 
salinidade, temperatura e concentração de nutrientes no meio (GUILLARD, 1975). 
As condições ideais de cultivo variam muito devido a diversidade de 
espécies, de acordo com Borowitzka (1999), as microalgas podem ser cultivadas em 
variados sistemas de produção sendo possível variar desde pequenos volumes até 
bilhões de litros. Os cultivos podem ser produzidos sob condições naturais de 
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temperatura e luminosidade sendo denominado de sistema aberto, bem como 
podem ser realizados em sistemas fechados no qual é possível o controle das 
variáveis externas provocando elevada produtividade (TREDICI et al., 2008). 
Em busca da maior produtividade da microalga diferentes meios de cultivo 
têm sido desenvolvidos. Tanto em condições laboratoriais quanto sistemas abertos 
de grande produção as condições físico-químicas são de extrema importância para 
o metabolismo da microalga (LOURENÇO et al. 1996). Os meios de cultura 
convencionais, por exemplo, F/2 (GUILLARD, 1962) podem limitar a produção 
devido ao alto custo de nutrientes aplicados nos cultivos. Segundo Sipaúba-Tavares 
(1995), um dos maiores problemas na produção dos cultivos é o custo com os 
reagentes químicos necessários para o preparo dos meios de cultura. Tendo em 
vista as condições econômicas e as necessidades nutricionais das microalgas se 
fazem necessária pesquisas que tornem os cultivos mais eficientes (SIPAÚBA-
TAVARES e ROCHA, 2001). 
O gênero Tetraselmis são microalgas algas verdes unicelulares marinhas 
pertencente ao filo Clhlophyta, amplamente encontradas em águas costeiras e 
ambientes de transição entre rio e mar (GUIRY e GUIRY, 2017). Segundo Norris et 
al. (1980), apresentam tamanho entre 10 e 20 µm, possuem forma elipsoide e 
ovoide, suas células são individuais e móveis. De acordo com Butcher (1959) esta 
microalga foi encontrada pela primeira vez em valas e poças em pântanos com 
salinidades que variavam de 12o/oo à 25o/oo. Por décadas as microalgas do gênero 
Tetraselmis tem sido utilizada para alimentação na aquicultura devido à presença 
em quantidades significativas de ácidos graxos poli- insaturados e por possuírem a 
capacidade de se adaptar em diferentes meios de cultivo e condições ambientais 
(SELVAKUMAR e UMADEVI, 2014). A Tetraselmis gracilis da classe prasinofícea, 
classificada por Christensen em 1962, possui crescimento rápido com alta tolerância 
às condições de cultivo. Esta microalga possui quatro flagelos do tamanho da célula, 
cloroplastos verde-amarelados e tamanho celular entre 8 e 12 µm.  
A Phaeodactylum tricornutum é uma espécie de diatomácea pleomórfica 
encontrada principalmente em áreas costeiras com grandes ocilações de salinidade, 
pode apresentar três morfotipos que são estimulados pelos fatores ambientais no 
qual estão expostas (MARTINO, 2007). Segundo Cui et al. (2019), alguns fatores 
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podem afetar crescimento e a composição lipídica da microalga, pode-se citar a 
salinidade do meio, pH, fotoperíodo e temperatura. De acordo com Krabs e Buchel 
(2011), a espécie é capaz de se desenvolver em ambientes hipo e hipersalinos, com 
salinidade do meio entre 5o/oo à 70o/oo, além de apresentar crescimento acelerado 
em temperaturas entre 12ºC à 24ºC. A sua aplicação na aquicultura e em produtos 
alimentícios é crescente devido à presença de gorduras poli- insaturadas, ômega 3 
e carotenoides (RYCKEBOSCH et al., 2011). 
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a produtividade das 
microalgas Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum tricornutum frente a diferentes 
concentrações de sal nos meios de cultivo utilizados para essas espécies. Foram 
analisados o crescimento celular, a produção de biomassa e o teor de lipídios para 
as salinidades de 17o/oo, 26o/oo e 35o/oo. Este estudo visa obter melhores 
rendimentos de biomassa e de lipídios para a utilização futura na produção de 
biocombustíveis. 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Microalgas e preparo dos meios de cultivo 
 
A cepa das microalgas Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum tricornutum 
foram cedidas pelo Instituto Oceanográfico da Universidade de São Paulo - USP 
com origem no banco de microrganismos Aidar & Kutner. A fase experimental foi 
realizada no Laboratório de Engenharia Ambiental e Sanitária da Universidade do 
Sul de Santa Catarina - UNISUL. 
Os experimentos foram desenvolvidos em laboratório com temperatura 
média de 30 ± 5 ºC, com fotoperíodo de 16h de luz e 8h no escuro, a luminosidade 
foi fornecida por lâmpadas florescentes de 9W. Os cultivos foram realizados em 
frascos de coleta de água de um litro com aeração constante através de 
compressores. A razão volumétrica do meio de cultivo:inoculo utilizada foi de 1:10. 
As espécies foram cultivadas em meio de Guillard F/2 modificado 
(GUILLARD, 1975) preparado com água do mar filtrada com salinidade natural de 
17o/oo, que por sua vez foi coletada em um ponto na baía sul no bairro Ponta de 
Baixo em São José, SC. A água do mar e o material utilizado para o preparo do cultivo 
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foram previamente esterilizados em autoclave (a 121ºC e 1,1 atm) durante 15 
minutos para garantir que não houvesse contaminação. A tabela 1 apresenta os 
nutrientes que compõe o meio de estudo para o cultivo das microalgas. 
 
Tabela 1 - Meio de cultivo utilizado para a cultura das microalgas Tetraselmis 
gracilis e Phaeodactylum tricornutum. 
Meio Reagente Solução 
estoque 
(g/L) 
Quantidade 
por cultivo/L 
Nitrato de sódio NaNO3 75 1 mL 
Hipofosfito de sódio NaH2PO4.H2O 5 1 mL 
Silicato de sódio Na2SiO3.9H2
O 
30 1 mL 
Solução traço de 
metal 
* * 1 mL 
Solução de 
vitaminas 
** ** 0,5 
mL 
Fonte: Guillard, 1975. 
*Os reagentes para a solução traço de metal estão disponíveis na Tabela 2. 
** Os reagentes para a solução de vitaminas estão disponíveis na Tabela 3. 
 
 
Tabela 2 - Solução traço de metais 
Reagente Solução estoque 
primário (g/L) 
Quantidade/L 
FeCl3.6H2O -- 3,15 g 
Na2EDTA.2H2O -- 4,36 g 
CuSO4.5H2O 9,8 1 mL 
Na2MoO4.H2O 6,3 1 mL 
ZnSO4.7H2O 22,0 1 mL 
CoCl2.6H2O 10,0   1 mL 
MnCl2.4H2O 180,0   1 mL 
Fonte: Guillard, 1975. 
 
 
Tabela 3 - Solução de vitaminas 
Reagente Solução estoque 
primário (g/L) 
Quantidade/L 
Tiamina HCl (Vit. 
B1) 
-- 0,2 g 
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Biotina (Vit. H) 1,0 1 mL 
Cianocobalamina (vit. 
B12) 
1,0 1 mL 
Fonte: Guillard, 1975. 
 
Nos cultivos das microalgas Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum 
tricornutum foram testadas em três diferentes salinidades (17o/oo, 26o/oo e 35o/oo) 
usando o meio F/2 Guillard modificado (GUILLARD, 1975). O cultivo da microalga 
Tetraselmis gracilis teve duração de 11 dias e o cultivo da microalga Phaeodactylum 
tricornutum duração de 7 dias, quando o crescimento atingiu o estágio estacionário. 
Na figura 1 são apresentados os cultivos da Tetraselmis gracilis e na figura 2 os 
culticos com a microalga da espécie Phaeodactylum tricornutum. 
Figura 1- Cultivos da espécie Tretraselmis gracilis 
 
Fonte: Autores, 2020. 
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Figura 2 - Cultivos da espécie Phaeodactylum tricornutum 
Fonte: Autores, 2020. 
 
2.2  Densidade celular dos cultivos 
 
A densidade celular dos cultivos foi monitorada através da contagem de 
células utilizando a câmara Neubauer em microscópio óptico. As amostras foram 
retiradas com intervalo máximo de um dia de cultivo e foram fixadas com formaldeído 
4%. A contagem foi realizada aplicando-se uma alíquota de 0,05 mL de amostra, 
sendo esse volume o suficiente para cobrir a câmara, a visualização ocorreu em 
aumento de 400x. 
O melhor quadrante para se realizar a contagem foi determinado pelo 
tamanho das microalgas e por sua concentração celular, assim se optou pela leitura 
no maior quadrante (A) da câmara. Para obter a concentração de células foram 
realizadas diversas contagens em quatro quadrantes de mesmo tamanho e 
posteriormente calculou-se a média. Sendo o número de células e o número de 
quadrantes valores conhecidos, foi possível determinar a concentração celular em 
células por mililitro de cultivo (cél.mL-1) através da equação (1). 
Com dados experimentais foram elaboradas as curvas de crescimento das 
espécies para as diferentes salinidades do meio. Os gráficos foram gerados no 
Excel, aplicando no eixo da ordenada o número de células em cel.mL-1 e no eixo 
da abscissa o tempo de cultivo em dia. 
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  𝐶 =  
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 
𝑛º
 × 10000                                                                                     (1) 
Sendo: 
C – concentração de células; nº- número de quadrantes 
 
2.3  Biomassa algal 
 
A separação das microalgas do meio de cultura ocorreu após o 
encerramento do cultivo. O processo se deu por centrifugação a 3000 rpm, com 
temperatura de 20ºC durante 15 minutos. O volume dos cultivos da espécie 
Tetraselmis gracilis foram centrifugados duas vezes devido a presença de 
coloração no primeiro sobrenadante. 
Em seguida, as amostras foram lavadas com Formiato de Amônio para 
retirada do sal. A biomassa resultante foi seca em estufa à 60 ºC durante 24h. A 
concentração de biomassa das microalgas foi estimada gravimetricamente pela 
diferença de peso do cadinho pelo peso seco de biomassa. 
2.4  Extração de Lipídios 
 
A determinação de lipídios presentes na biomassa seca ocorreu através do 
método Bligh e Dyer (1959) modificado, utilizando extração a frio com uma mistura 
de Clorofórmio e Metanol (2:1 v/v). 
 
 
 
3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A curva de crescimento das microalgas foi expressa em concentração de 
células em função do tempo. Segundo Lourenço (2006), o aumento da biomassa 
durante o período de crescimento do cultivo, sendo nesse estudo, expresso em 
número de células, indicando um crescimento exponencial. O gráfico da figura 3 e 
o gráfico da figura 4 apresentam a densidade celular dos cultivos das microalgas 
Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum tricornutum respectivamente para os meios 
de cultivo F/2 com salinidade de 17o/oo, 26o/oo e 35o/oo. 
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Na figura 3 se observa que até o segundo dia de cultivo ocorreu a fase de 
adaptação das células ao meio de cultivo, sendo o aumento no crescimento celular 
muito sutil e semelhante para os 3 cultivos com diferentes salininidades. A partir do 
terceiro dia de cultivo é possível observar o aumento na concentração celular, 
porém o meio com salinidade de 35o/oo apresentou melhor produtividade seguido 
do meio com salinidade de 17o/oo até o 10º dia de cultivo quando se iniciou a 
diminuição no crescimento celular. No cultivo com salinidade de 26o/oo a 
concentração celular se manteve em crescimento até o 11º dia, porém com 
crescimento celular menor que o de 35o/oo. 
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Figura 3 - Concentração de células da microalga Tetraselmis gracilis em função do 
tempo de cultivo para três diferentes salinidades. 
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2020. 
 
Para a espécie Phaeodactylum tricornutum (figura 4) observa-se que a fase 
de adaptação teve duração de aproximadamente um dia, ocorrendo a partir deste 
momento a fase de aceleração de crescimento no qual as células já se encontram 
adaptadas às diferentes condições de cultivos e começam a se reproduzir. Os 
cultivos com salinidade de 17o/oo e 26o/oo apresentaram crescimento semelhante 
até o 4º dia de cultivo, sendo a partir deste momento diferenciados na aceleração 
de crescimento. O cultivo com salinidade de 17o/oo apresentou melhor 
concentração celeular comparado com os outros meios. O meio com salinidade de 
35 o/oo é o que mais se difere, apresentando desde o primeiro dia de cultivo declínio 
celular, a diminuição gradativa na concentração de células até a morte do cultivo 
observada no 5º dia. Durante o cultivo se observou a diminuição na pigmentação 
do meio com salinidade de 35o/oo no qual segundo Krabs e Buchel (2011), isso 
ocorre sob condições hipo e hipersalinas com o decréscimo celular sendo possível 
visualizar na figura 2. 
A biomassa produzida foi determinada após o 11º dia de cultivo para a 
espécie Tetraselmis gracilis e no 7º para a espécie Phaeodactylum tricornutum, 
3,50E+06 
 
3,00E+06 
 
2,50E+06 
17 O/OO 
26 O/OO 
35 O/OO 
2,00E+06 
 
1,50E+06 
 
1,00E+06 
 
5,00E+05 
 
0,00E+00 
   6 8 
TEMPO (DIAS) 
C
O
N
C
E
N
T
R
A
Ç
Ã
O
 C
E
L
U
L
A
R
 
(C
É
L
U
L
A
S
/M
L
) 
Figura 4 -Concentração de células da microalga Phaeodactylum tricornutum em 
função do tempo de cultivo para três diferentes salinidades. 
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consecutivamente determinou-se o teor de lipídios na biomassa seca sendo os 
resultados apresentados na tabela 4 e tabela 5 respectivamente. 
 
Tabela 4 - Biomassa e teor de lipídios da espécie Tetraselmis gracilis para diferentes 
salinidades. 
Salinidade Biomassa (g/L) Lipídios (%) 
17 o/oo 0,35 27,88 
26 o/oo 0,34 15,36 
35 o/oo 0,62 8,72 
Fonte: Elaborado pelos autores, 2020. 
 
A quantidade de biomassa para as diferentes salinidades está de acordo 
com a concentração celular mostrado na figura 3. Sendo a maior produtividade 
obtida para a salinidade de 35o/oo (0,62 g/L), seguida pelo meio com salinidade de 
17o/oo e 26o/oo com resultados bem semelhantes. O cultivo com a maior produção 
de biomassa foi o que apresentou o menor teor de lipídios sendo 8,72% para o meio 
com salinidade de 35o/oo, o maior teor de lipídios foi observado no cultivo com 
salinidade de 17o/oo sendo 27,88%. 
O teor de lipídios obtido é superior ao encontrado no estudo feito por Soares 
(2010) no qual foi de 6,13%. O método para a extração de lipídios e o meio de 
cultivo utilizado foram os mesmos, porém, há diferença no fotoperíodo (24 h luz) , 
lâmpadas utilizadas (4 lâmpadas frias de 40 watts), temperatura (20 ºC) e tempo de 
cultivo aplicados (8 dias). 
 
Tabela 5 - Biomassa e teor de lipídios da espécie Phaeodactylum tricornutum para 
diferentes salinidades. 
Salinidade Biomassa (g/L) Lipídios (%) 
17 o/oo 0,54 12,05 
26 o/oo 0,48 12,26 
35 o/oo - - 
Fonte: Elaborado pelos autores, 2020. 
 
A quantidade de biomassa obtida para a espécie Phaeodactylum tricornutum 
está de acordo com a concentração celular apresentada na figura 4, sendo o meio 
com salinidade de 17o/oo o mais produtivo com 0,54 g/L, seguido pelo meio de 
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salinidade 26o/oo com 0,48 g/L. Para a salinidade de 35o/oo não foram realizados os 
ensaios para a obtenção de biomassa e teor de lipídios devido a morte celular do 
cultivo. O teor de lipídios para a espécie Phaeodactylum tricornutum apresentou 
desempenho semelhante aos valores encontrados para a espécie Tetraselmis 
gracilis, no qual o cultivo com maior produtividade  de biomassa (17o/oo) apresentou 
menor teor de lipídios na biomassa seca de 12,05%. O cultivo com salinidade de 
26o/oo apresentou maior teor de lipídios na biomassa seca no qual se obteve 
12,26%. 
O teor de lipídios obtido para a espécie Phaeodactylum tricornutum é inferior 
ao encontrado no estudo feito por Rodolfi et al. (2008) no qual se obteve 18,7%. O 
método utilizado para a extração de lipídios foi diferente, no qual de acordo com 
estudos é possível obter diferentes resultados para uma mesma amostra utilizando 
métodos de extração distintos. O meio de cultivo utilizado foi o mesmo, porém há 
diferença na temperatura aplicada (25ºC), na salinidade (30o/oo), tempo de cultivo 
de duas semanas, além de iluminação constante. 
Os resultados obtidos nesse estudo para as espécies Tetraselmis gracilis e 
Phaeodactylum tricornutum se diferem de outros já realizados, desta forma é 
possível verificar como as variáveis influenciam no comportamento e na 
produtividade do cultivo, devendo sempre buscar as condições que tornem a 
produção mais eficiente. 
 
 
4  CONCLUSÕES 
 
O desenvolvimento dos cultivos e a composição química das microalgas 
variam muito de acordo com o meio de cultura e as variáveis aplicadas. Quando 
submetidas à diferentes condições de cultivo as microalgas apresentam resultados 
distintos na produção de biomassa e teor de lipídios. 
A espécie Tetraselmis gracilis apresentou maior quantidade de biomassa no 
meio com salinidade de 35o/oo sendo quase o dobro produzido nos outros cultivos, 
porém o teor de lipídios presente na biomassa ficou abaixo dos outros meios. O 
mesmo ocorreu para a espécie Phaeodactylum tricornutum no qual o meio que 
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apresentou maior produtividade de biomassa apontou menor teor de lipídios.  
Desta forma, visando a produção de lipídios, o meio de cultivo ideal para a 
espécie Tetraselmis gracilis e para Phaeodactylum tricornutum é a aplicação do 
meio F/2 Guillard modificado (GUILLARD, 1975) diluído em água do mar com 
salinidade natural de 17o/oo e salinidade de 26o/oo respectivamente, no qual o teor 
de lipídios foi de 27,88% na biomassa seca para T. gracilis e 12,26% para P. 
tricornutum. 
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